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序論 
 
ヒト皮膚の表面には厚さ約 0.2 mm程度の表皮が存在し、構成される角化細胞の成熟
度により 4つの層に分かれている。その最外層は角質層といい、死んだ角化細胞や角層
間脂質などから成り、皮膚のバリア機能として存在し、水分の保持や侵入物を防ぐ重要
な役割を果たす[1]。この脂溶性に富んだ角質層の存在により、親水性薬物の皮膚透過
性は一般的に低く[2-3]、皮膚透過に適した分配係数 log Kowは 2～3である[4]。親水性
薬物を含む皮膚透過性が低い薬物の透過性を改善するための方法がいくつか検討さ
れている。化学的促進法として促進剤を配合する方法が知られている。皮膚への刺激は
起こりにくいものの薬効発現に十分な皮膚透過量を得ることは容易ではない[5]。物理的
促進法として、イオントフォレーシス[6-7]やマイクロニードル[8-9]が知られている。どちら
も皮膚のバリア機能を低下させ、薬物の透過性を向上させる手法であるが、高価なデバ
イスが必要なこと、長期投与時の安全性などが懸念されることから、これらに適した薬物
は限定される。皮膚刺激性を最小限に抑えながらも、薬物透過性を向上させる促進法が
望まれている。 
近年、ナノ粒子を用いた薬物の皮膚透過性改善に関する報告がなされている。固体
脂質を用いたナノ粒子である Solid lipid nanoparticleや Nanostructured lipid carrierは、
皮膚に塗布した際に形成するナノ粒子被膜による皮膚の水和現象を利用し皮膚透過性
を促進させる[10]。皮膚の密封により角質層のケラチンが水和することで角質層の親水
性が高くなることが知られている[11]。PLGA（poly （lactic-co-glycolic acid））[12-13]及び
キトサン[13-14]などのポリマーナノ粒子では、毛包への移行による皮膚透過性向上が報
告されている。毛包の皮膚表面積に対する割合は約 0.1％程度と小さいため、高い皮膚
透過性量は望めないものの、毛包の表面は角質層が存在しないことから[1]、皮膚透過
は速やかであると考えられる [15]。ほとんど皮膚透過しない薬物や毛包への作用を期
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待する薬物に対して有用な方法である。さらに、親油性界面活性剤を固体状態で被覆し
たナノ粒子を油性基剤に分散させた Solid in Oil（S/O） ナノ懸濁液の場合、薬物透過の
バリアである角質層にナノ粒子が浸透することで、薬物の透過性が向上することが報告さ
れており[16]、ラテックスナノ粒子についても角質層への浸透が確認されている[17]。以
上のように、皮膚適用製剤にナノ粒子を用いることにより、皮膚透過性の低い薬物の透
過性を向上できることが期待される。 
ナノ粒子の調製方法としては、粒子径分布のシャープなナノ粒子が容易に調製可能
なボトムアップ方法が汎用されている。薬物にポリマーや脂質、界面活性剤等を加えて
乳化した後、溶媒の留去や温度変化などにより粒子を固化させ、遠心分離、沈殿及び乾
燥によりナノ粒子が得られる。この段階ではナノ粒子は凝集体であり、その凝集力は強く、
再分散させることが非常に難しい。ナノ粒子を皮膚適用製剤として応用するためには、
得られたナノ粒子を再度均一に分散させる工程も必要になるため、ナノ粒子の調製は煩
雑となる。 
ナノ粒子は経口吸収製剤にも応用され、既に医薬品として市販化されている[18]。難
水溶性薬物をナノ粒子化することにより、溶解速度や消化管での滞留性が向上し、消化
管での吸収性が改善される[19-20]。この難水溶性薬物のナノ粒子化方法についても
様々な方法が試みられているが、その中でもトップダウン法であるビーズ粉砕が注目され
ている。トップダウンによる粉砕方法には、乾式粉砕であるピンミルやジェットミル、湿式
粉砕であるボールミルなどが以前より検討されてきているが、ナノ粒子化は困難である。
湿式粉砕の一つであるビーズ粉砕は、塗料、セラミックス、カーボンブラックなどで粒子
の解砕を目的に以前から用いられている。近年、ビーズの微小化やビーズの攪拌に適し
た装置の開発等により、ビーズ粉砕がナノ粒子化方法としても用いられるようになり、さら
に薬物のナノ粒子化に対しても検討されはじめている[21-23]。ビーズ粉砕によるナノ粒
子化のメリットとしては、薬物と界面活性剤等をビーズとともに液中で攪拌することにより
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簡便に調製可能なことである。ビーズ粉砕を用いれば、高濃度懸濁液の調製やスケー
ルアップが容易であり、さらに目的とするナノ懸濁液を一度に調製できるため、再分散の
必要がないことが大きなメリットである。 
ビーズ粉砕によるナノ粒子化は、非水系基剤を用いれば難水溶性薬物だけでなく水
溶性薬物にも応用が可能であると予想される。ナノ粒子化することにより皮膚透過性の
向上が期待される薬物は多数存在する。しかし、ビーズ粉砕による水溶性薬物のナノ粒
子化に関する報告はされていないのが現状である。本研究の最終目的は、親水性薬物
の皮膚透過性を改善するために、ナノ粒子技術を皮膚適用製剤に応用することである。
親水性薬物のモデル薬物としてリボフラビンを選定した。リボフラビンはビタミン B2 ともよ
ばれ、その欠乏又は代謝障害が関与すると推定されたペラグラ、尋常性ざ瘡、日光皮膚
炎などに有効であり、注射剤及び経口投与製剤が上市されている。また、海外ではリボ
フラビンと他のビタミン B 群とを同時に配合した外用化粧品があるが[24]、外用医薬品は
存在しない。リボフラビンのオクタノール／水分配係数は-1.46[25]と親水性であり、奥田
らにより角質層の透過性が低いことが報告されている[26]。リボフラビンは蛍光物質であ
るため、皮膚への浸透性（皮膚内動態）を視覚的に評価できることも本薬物を選択した理
由である。リボフラビンのナノ粒子化については、難水溶性薬物の水中でのビーズ粉砕
を応用し、親水性薬物であるリボフラビンを非水系基剤中でビーズ粉砕することを試みた。
非水系基剤については、皮膚適用製剤に使用前例があるものの中から、粘度、密度及
び官能基が異なる 8 種（流動パラフィン、ミリスチン酸イソプロピル、ジカプリル酸プロピレ
ングリコール、カプリル／カプリン酸トリグリセリド、オレイン酸、オレイルアルコール、トリア
セチン及び炭酸プロピレン）を選定した。これら非水系基剤へのリボフラビンの溶解度、
ビーズ粉砕にて調製した懸濁液中のリボフラビンの粒子径、分散性及び皮膚透過性を
評価し、皮膚適用製剤への応用の可能性を検討した。 
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第 1章 ビーズ粉砕によるリボフラビンナノ粒子の調製 
 
本章では、リボフラビンのナノ粒子化を目的として、様々な非水系基剤中でのリボフラ
ビンのビーズ粉砕を実施した。まず、非水系基剤のオレイン酸中で 3 種類のサイズのビ
ーズ径を用いてビーズ粉砕を実施し、粉砕条件を決定した。決定した粉砕条件にて 8種
類の非水系基剤中でリボフラビンを粉砕し、その粒子径及び電子顕微鏡（SEM）観察を
行い、ビーズ粉砕によるリボフラビンのナノ粒子化の可否を評価した。 
 
第 1節 リボフラビンの物理化学的性質 
 
リボフラビンの化学構造式及び物理化学的性質を Fig. 1 に示す。リボフラビンの分子
量は 376.4、オクタノール／水分配係数（log Kow）は-1.46 である。log Kowについては皮
膚透過性が良好な指標である 2～3よりも小さく、親水性薬物であるリボフラビンは皮膚を
透過しにくいと予想され、奥田らにより角質層の透過性が低いことが報告されている[26]。
リボフラビンを75～150 µmに篩過した後のSEM画像及び粉末X線回折測定結果をFig. 
2及び Fig. 3に示す。リボフラビンは結晶性の粒子であることが確認された。 
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Fig. 1. Chemical Structure and Physicochemical Properties of Riboflavin [25] 
 
 
 
Fig. 2. SEM Image of Riboflavin 
Riboflavin was sieved from 75 to 150 m. The scale bar indicates 1000 m. 
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Fig. 3. Powder X-ray Diffraction Pattern of Riboflavin 
 
第 2節 非水系基剤の物理化学的性質 
 
非水系基剤は、皮膚適用製剤に用いられている中から選択した。非極性基剤としては
流動パラフィン（LP）を、極性基剤としては油性基剤として使用されるミリスチン酸イソプロ
ピル（IM）、ジカプリル酸プロピレングリコール（PD）、カプリル／カプリン酸トリグリセリド
（CT）、オレイルアルコール（OL）、オレイン酸（OC）を、難水溶性化合物の溶解剤として
も使用されるトリアセチン（TA）および炭酸プロピレン（PC）を選定し、これらの粘度、密度
及びこれら基剤に対するリボフラビンの溶解度を測定した結果を Table 1 に示す。これら
非水系基剤の粘度は 3.2～100 mPa・s と大きな差があり、流動パラフィンが最も高く、炭
酸プロピレンが最も低い結果を示した。密度は、トリアセチン及び炭酸プロピレンが他の
基剤よりも高い値を示した。また、リボフラビンの非水系基剤に対する溶解度はいずれも
低く、最大でも炭酸プロピレンの 13 µg/mL であり、次いでトリアセチンの順であった。水
に対する溶解性は、トリアセチン及び炭酸プロピレンのみやや溶けやすく、それ以外の
基剤はほとんど溶けない[27]。さらに、Table 2 に示す非水系基剤の水への溶解度から
[28]、炭酸プロピレン及びトリアセチンとその他の非水系基剤では大きな差があることが
わかる。以上の結果より、炭酸プロピレン及びトリアセチンは他の基剤よりも高い極性を
403020
2 ( º )
103
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有していることが推察される。なお、カプリル／カプリン酸トリグリセリド及びトリアセチンは
共にトリグリセリドであるが、トリアセチンは側鎖が酢酸であり、炭素鎖が短いためにより高
い極性を示すと考察した。 
 
Table 1. Viscosity of the Non-Aqueous Bases and Solubility of Riboflavin (25°C) 
Non-aqueous bases 
Viscosity 
(mPa·s) 
Density 
(g/cm
3
) 
Solubility of 
riboflavin (g/mL) 
Liquid paraffin  (LP) 100 0.86 − a) 
Isopropyl myristate   (IM) 4.4 0.85 − a) 
Propylene glycol dicaprylate   (PD) 7.9 0.92 − a) 
Caprylic/capric triglyceride   (CT) 25 0.94 − a) 
Oleic acid   (OC) 25 0.89 0.14 
Oleyl alcohol  (OL) 27 0.84 2.1 
Triacetin   (TA) 19 1.15 3.0 
Propylene carbonate  (PC) 3.2 1.20 13 
Each value represents the mean (n = 3). 
a) Less than the limit of quantitation (0.048 g/mL) 
 
Table 2. Solubility of the Non-Aqueous Bases in Water (25°C)[28] 
 Non-aqueous bases 
Solubility of water 
(g/mL) 
IM 1.4 x 10
-2
  
OC 1.2 x 10
-2
 
OL 7.0 x 10
-2
 
TA 5.8 x 10
4
 
PC 1.8 x 10
5
 
 
第 3節 ビーズ粉砕条件の検討 
 
はじめに、非水系基剤のうちオレイン酸を用いたビーズ粉砕条件の検討を実施した。
Fig. 4 にビーズ粉砕中のリボフラビン懸濁液の写真を示す。本検討におけるビーズ粉砕
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では、特別な装置ではなく、ジルコニアビーズ、攪拌機及び容器（ガラスビーカー）のみ
を使用して調製した。 
 
 
Fig. 4. Photographic Image of Riboflavin Suspension during Bead Milling  
 
Fig. 5にリボフラビンの平均粒子径及び懸濁液の粘度に及ぼす粉砕時間とビーズ径
の影響について検討した結果を示す。0.5 mm及び1.0 mm径のビーズを使用した場合、
粉砕時間の延長に伴いリボフラビンの平均粒子径の減少が認められ、粉砕開始 6時間
以降にリボフラビンの平均粒子径がほぼ一定となった。なお、懸濁液の粘度については、
粉砕時間に関わらずほぼ一定であった。 
一方、0.1 mm径ビーズを用いて同様の粉砕検討を実施して得られた懸濁液では、直
ちにリボフラビン粒子の沈降が認められ、分散状態の粒子がほとんどないことから動的光
散乱法による粒子径の算出が出来なかった。以上の結果より、0.1 mm径のビーズでは
粉砕はほとんど進行しないことが明らかとなった。 
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Fig. 5. Effect of Grinding Time and Bead Size on the Particle Size and Viscosity of 
Riboflavin Suspension in OC 
Key: (●) particle size; ground with 0.5 mm beads, (♦) particle size; ground with 1.0 mm 
beads, (○) viscosity; ground with 0.5 mm beads, (◊) viscosity; ground with 1.0 mm beads 
 
次に、1.0 mm 径のビーズを用いて 1 時間粉砕した後、0.1 mm 径のビーズに置き
換えて粉砕した結果を Fig. 6 に示す。0.1 mm 径ビーズに置き換えて粉砕を再開し
てからわずか 1 時間後に平均粒子径が一定となり、1.0 mm または 0.5 mm 径のビー
ズ単独で粉砕するよりも高い粉砕効率が得られた。 
顔料、セラミックス等の分野では、凝集した粒子の解砕・ナノ分散を目的とし
てビーズ粉砕が行われている。凝集力の強い粒子をナノ分散させるためにはビー
ズの大きさや速さが重要であり、小さいビーズほど衝突頻度が上昇し、高い分散
効率が期待される[29]。粉砕とは、引張力、圧縮力、せん断力、曲げ、ねじり等の
外力が固体にかかった際、固体の結合力を上回るときの破壊により生じる現象で
あり、そのための破砕エネルギーが必要となる[30]。攪拌中のビーズ速度がビーズ
径によらず同じと考えた場合、運動エネルギーは質量に比例するため、0.1 mm 径
0
20
40
60
80
0
100
200
300
400
500
600
0 2 4 6
V
is
c
o
si
ty
 (
m
P
a
･
s)
M
e
a
n
 p
a
rt
ic
le
 s
iz
e
 o
f 
ri
b
o
fl
a
v
in
 (
n
m
) 
Grinding time (h)
 10 
のビーズの運動エネルギーは 0.5 mm 径の 125 分の 1、1.0 mm 径に対しては僅か
1000 分の 1 となり大きな差が生じる。0.1 mm 径のビーズで粉砕が進行しなかった
原因としては、ビーズの運動エネルギーが全てリボフラビン粒子の破砕に用いら
れると仮定すれば、粉砕開始時はリボフラビン粒子が大きいため、0.1 mm 径のビ
ーズではリボフラビンの破砕エネルギーを超えるエネルギーが与えられなかった
と考察した。一方、粉砕の進行に伴い粒子の凝集により形成される粉体層の割合
が大きくなることで粉砕効率が減少する。微粉砕を実現させるためには、その粉
体層形成を防ぐため粉砕媒体（ビーズ）と粒子の衝突頻度を上げることが重要で
あるとの報告がある[31]。1.0 mm 及び 0.1 mm 径のビーズの併用によって粉砕効率
が向上した要因としては、まず 1.0 mm 径ビーズの粉砕により 0.1 mm 径のビーズ
でも破砕可能な程度までリボフラビンが微細化され、さらに 0.1 mm 径のビーズに
置き換えることで衝突頻度が上昇し、粉体層の形成が抑制されることで高い粉砕
効率が得られたと考察した（同じ質量で比較した場合、0.1 mm 径のビーズの個数
は、0.5 mm 径及び 1.0 mm 径の 125 倍及び 1000 倍となる）。なお、1.0 mm 及び 0.1 
mm 径のビーズを併用した場合、粉砕 2 時間後に粒子径は一定となったが、それ以
上小さくならなかった。これは、粉砕により粒子が微小化するとメカノケミカル
活性（結晶格子のひずみや無定形化、表面における格子欠陥や活性点の発生、高
いポテンシャル場をもつ新鮮断面の生成）が発現することで凝集による粉体層形
成が顕著になり、0.1 mm 径のビーズでも粉砕力が有効に伝達されにくくなり粉砕
確率が低下したためと推察された[32-33]。以上の結果より、高い粉砕効率を目指
した場合、粉砕初期には高い粉砕エネルギーが得られるように大きいビーズ径を
使用し、ある程度粉砕された後は衝突頻度の上昇を目的に小さいビーズを使用す
ることが重要である。ビーズ粉砕により薬物のナノ粒子を得るには用いる薬物粒
子の強度や粉砕により生じる凝集の程度、使用する非水系基剤ごとに適切な粉砕
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条件にて実施することが望ましい。 
本研究では、いずれのビーズ径でも到達した平均粒子径は約 300～400 nm であ
ったことから、以後の検討における粉砕条件としては、0.5 mm 径のビーズを用い
て 6 時間粉砕することとした。なお、粉砕中は懸濁液の温度は 30°C 付近までしか
上昇しなかったため、温度制御せずに実施することとした。 
 
Fig. 6. Mean Particle Size of Riboflavin Suspension in OC Prepared by Using Different 
Sizes of Beads 
Key: (▲) ground with 1.0 mm beads, (●) ground with 0.5 mm beads, (■) ground with 
0.1 mm beads for 5 h after ground with 1.0 mm beads for 1 h. 
 
第 4節 ビーズ粉砕によるリボフラビンナノ懸濁液の評価 
 
Fig. 7に未粉砕のリボフラビンをオレイン酸にボルテックスミキサーを用いて分散させた
物理混合懸濁液（OC-S）及びオレイン酸中で 0.5 mm径ビーズで 6時間粉砕して得られ
たナノ懸濁液（OC-NS）をガラスバイアルに充填した直後の写真を示す。OC-Sではリボフ
ラビン粒子が直ちに沈降したものの、OC-NSでは沈降は直ぐには認められず、ビーズ粉
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砕によりリボフラビンの分散性が明らかに向上した。 
 
 
Fig. 7. Macroscopic Appearance of Riboflavin Suspensions Prepared by (a) Dispersing 
with Vortex Mixer (OC-S) and (b) Grinding with 0.5 mm Beads for 6 h (OC-NS) 
 
OC-NS中のリボフラビンの結晶性を評価した。Fig. 8に OC-NSからオレイン酸を分離
したリボフラビンの粉末 X 線回折測定結果を示す。ビーズ粉砕したリボフラビンの回折ピ
ークは未粉砕と比較してほとんど変化は認められなかったことから、ビーズ粉砕中にリボ
フラビンの非晶質化はほとんど起こらないことが明らかとなった。ビーズ粉砕により粒子が
非晶質化し、分散媒中への溶解が過飽和となった場合、保存期間中に粒子径の増大や
粒子形状が変化する可能性がある。ビーズ粉砕による懸濁液は、物理的安定性面でも
有利である。 
 
(a) (b)
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Fig. 8. Powder X-ray Diffraction Patterns of (a) Intact Riboflavin and (b) Ground  
Riboflavin Separated from the OC-NS  
OC-NS was prepared by grinding with 0.5 mm beads for 6 h. 
 
8種類の非水系基剤（XX）中で 0.5 mm径ビーズでリボフラビンを 6時間粉砕して得
られた懸濁液（XX-NS）の粒子径を動的光散乱法により測定した結果を Table 3に示す。
平均粒子径は 206～469 nmを示し、基剤により大きな差は認められなかった。Fig. 9にこ
れらのビーズ粉砕した懸濁液中のリボフラビンの SEM 画像を示す。いずれの基剤にお
いても、一次粒子径が 500 nm以下で表面が滑らかな粒子が凝集している様子が観察さ
れた。以上の結果から、様々な粘度や密度の非水基剤中でリボフラビンをナノ粒子化で
きることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
403020
2 ( º )
103
 14 
Table 3. Particle Size of Riboflavin Prepared by Bead Milling for 6 h 
Sample name Particle size (nm) 
OL-NS 206 ± 7 
PC-NS 217 ± 21 
TA-NS 219 ± 7 
OC-NS 345 ± 17 
IM-NS 347 ± 45 
CT-NS 366 ± 12 
PD-NS 420 ± 8 
LP-NS 469 ± 32 
Each value represents the mean ± S.D. (n = 3). 
 
 
Fig. 9. SEM Images of Riboflavin Obtained from Riboflavin Suspensions 
The scale bar indicates 1 m. 
LP-NS IM-NS 
CT-NS 
PD-NS 
OC-NS OL-NS 
PC-NS TA-NS 
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第 5節 結論 
 
ビーズ粉砕によるリボフラビンのナノ粒子の調製について検討した結果、0.5 及
び 1.0 mm 径ビーズではリボフラビンの粉砕が進行し、6 時間後に粒子径が一定に
達した。リボフラビンはビーズ粉砕においても非晶質化せず、結晶性が保持され
た。8 種類の非水系基剤中でのビーズ粉砕により調製した懸濁液中のリボフラビン
の動的光散乱による平均粒子径は 206～469 nm であり、SEM 画像からも 500 nm 以
下の粒子が確認された。 
以上の結果より、リボフラビンを非水系基剤中でビーズ粉砕することにより、
リボフラビンナノ懸濁液の調製が可能であることが明らかとなった。 
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第 2章 リボフラビンの非水系分散媒の最適化 
 
本章では、リボフラビンナノ懸濁液の非水系基剤を選定するため、リボフラビンの分散
性及び皮膚透過性による非水系基剤の比較を実施した。まず、ビーズ粉砕にて調製し
たリボフラビンナノ懸濁液の分散性を評価し、そこから選定した非水系基剤を用いて調
製したナノ懸濁液の皮膚透過試験の結果から、最も良好な皮膚透過性が得られる非水
系基剤をリボフラビンナノ懸濁液の分散媒として選定することとした。 
 
第 1節 ナノ懸濁液の分散性に及ぼす非水系基剤の影響 
 
非水系基剤中で 0.5 mm径のビーズを用いて 6時間粉砕することにより調製した非水
系リボフラビンナノ懸濁液の分散性の評価を実施した。各非水系リボフラビンナノ懸濁液
を 25°Cで 1及び 2週間静置保存した後の分散性を Fig. 10に示す。1週間及び 2週間
静置保存後の分散性は 40～99%及び 35～98%であり、流動パラフィン及びミリスチン酸
イソプロピル以外の非水系基剤に良好に分散した。 
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Fig. 10. Changes in the Appearance and Dispersion Ratio of Riboflavin Nanosuspensions  
after Storage at 25±2ºC for 1 Week (■) and 2 Weeks (□) 
Each value represents the mean ± S.D. (n = 3). 
 
ここで、分散系での粒子の沈降速度は Stokesの式[34] （1）に従う。 
 
Ws = Ds
2 
g (s -                        （）
 
分散粒子の沈降速度 Wsは、粒子と分散媒の密度差（s - ）、粒子の直径 Dsの二乗
に比例し、分散媒の粘度に反比例する。リボフラビンの密度は ACD/Percepta Platform 
LP-NS IM-NS PD-NS CT-NS OC-NS OL-NS TA-NS PC-NS
LP-NS IM-NS PD-NS CT-NS OC-NS OL-NS TA-NS PC-NS
■ 1 week 
□ 2 weeks
After 1 week at 25ºC
After 2 weeks at 25ºC
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（ver. 2012, Advanced Chemistry Development Inc., Toronto, Canada）により 1.65 g/cm3と
予測された。Stokes の式の沈降速度を用いて算出した分散性（計算値）を Table 4 に示
す。非水系基剤の中で高い密度を有し、粘度も中程度であったトリアセチンのナノ懸濁
液の分散性は最も良好であった。しかしながら、最も粘度が低い炭酸プロピレンは計算
値よりも高い分散性を示し、粘度が最も高い流動パラフィンは予想よりも低い結果を示し
た。これらの結果から、分散性については Stokes の式からだけでは説明は不十分であり、
他の要因が関係していると考察した。 
 
Table 4. Calculated and Measured Dispersion Ratios of Riboflavin Nanosuspensions 
 
LP-
NS 
IM-
NS 
PD-
NS 
CT-
NS 
OC-
NS 
OL-
NS 
TA-
NS 
PC-
NS 
Dispersion 
ratio 
 (%) 
Storage for 
1 week 
Calculated  96 55 66 92 93 98 98 86 
Measured  40 60 79 94 91 86 99 94 
Storage for 
2 weeks 
Calculated  93 10 33 84 85 95 95 73 
Measured  35 55 77 85 76 74 98 88 
Riboflavin Mean particle size (nm) 469 347 420 366 345 206 219 217 
Non-aqueous 
base 
Base density (g/cm
3
) 0.86 0.85 0.92 0.94 0.89 0.84 1.15 1.2 
Viscosity (mPa • s) 100 4.4 7.9 25 25 27 19 3.2 
 
Fig. 10 に各種ナノ懸濁液を光学顕微鏡により観察した結果を示す。何れの懸濁液に
おいてもリボフラビン粒子の凝集が確認されたが、その程度は非水系基剤の種類によっ
て異なり、流動パラフィンで最も大きく炭酸プロピレン及びトリアセチンで小さい傾向を示
した。ビーズ粉砕中には、機械的粉砕、分散媒への湿潤（濡れ）、分散安定化が複合的
に生じ粉砕が進行すると考えられている。粉砕により粒子径が小さくなれば、表面積が増
加することにより表面自由エネルギーが増大するため系は不安定となり、表面積が小さく
なるよう凝集が生じる傾向にある。粒子の凝集により見かけの粒子が大きくなれば沈降速
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度が大きくなり分散性が低下することから、凝集性もふまえて考察する必要がある。まず、
粒子の分散媒への濡れを考えた場合、粒子と分散媒の相互作用にはファンデルワール
ス力（London 分散力）だけでなく、粒子表面の静電場と分散媒の双極子との間に働く相
互作用も存在することから、粒子が親水性の場合は極性を有する分散媒の方が濡れ性
が高い。トリアセチンや炭酸プロピレンは他の非水系基剤より高い極性を有するため、濡
れ性の高さによりリボフラビン粒子の凝集が抑えられ、高い分散性が得られたと考察され
た。流動パラフィンは官能基を有さない飽和炭化水素から成り立っている無極性基剤で
あることから、リボフラビンに対する濡れ性が低く、凝集によるみかけの粒子の粗大化によ
り分散性が低くなったと考えられた。なお、ミリスチン酸イソプロピル、ジカプリル酸プロピ
レングリコール、カプリル／カプリン酸トリグリセリド、オレイン酸及びオレイルアルコール
などは官能基を有する極性油剤と呼ばれる基剤であるが、一般に極性油剤は誘電率が
小さいことから[35-36]、濡れ性による凝集抑制は期待できない。 
粒子の分散安定化については、電気二重層による反発力と分子間力による粒子間引
力による安定化理論であるDLVO理論がよく知られている[37]。しかし、非水系では分散
媒の解離度が小さくイオン数が水系に比べ極端に小さくなることから、ゼータ電位の減少
により反発力が小さくなるため電荷による分散を期待することはできない。従って、非水
系での分散安定化には界面活性剤や高分子の吸着による立体障害効果が重要である
[38]。親水性吸着材の表面積を求める評価方法として高級脂肪酸が用いられることがあ
るが、これは高級脂肪酸末端のカルボキシル基が親水性吸着材の表面に吸着する現象
を利用したものである[39]。また、Wu らはヘキサン中のコバルトナノ粒子表面にオレイン
酸が化学吸着することにより分散性が向上することを報告している[40]。これらの結果を
ふまえて今回の結果を考察すると、ミリスチン酸イソプロピル、ジカプリル酸プロピレングリ
コール、カプリル／カプリン酸トリグリセリド、オレイン酸及びオレイルアルコールでは、そ
れらの官能基がリボフラビン粒子表面に吸着することにより反発力が働き、流動パラフィ
 20 
ンよりも分散性が良好になったと考えられた。なお、白灯油中での酸化チタン粒子の分
散に関する研究から、立体障害による分散作用は側鎖が長い方が大きいことがわかって
おり[38]、リボフラビンに吸着する分子数が同じであれば、これら極性油剤の方が炭酸プ
ロピレンやトリアセチンよりも分散性がよくなると推察された。 
以上の結果より、非水系基剤中での分散性は、リボフラビンの粒子径や非水系基剤の
粘度及び密度だけでなく、非水系基剤のリボフラビンとの親和性（極性）や側鎖長を考慮
することにより説明できた。 
 
 
Fig. 10. Photomicrographic Images of Riboflavin Nanosuspensions 
The scale bar indicates 100 m. 
 
OL-NS
IM-NSLP -NS PD-NS
TA-NS PC-NS
CT-NS OC-NS
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なお、PD-NSは 1週間保存後には分散性が 79%まで低下するものの 2週間保存後も
分散性は 77%とほとんど変わらず、OC-NS 及び OL-NS の分散性 76%及び 74%と同様
の結果となった。分散媒中で粒子が凝集する場合、凝集の程度によって粒子径や密度
および粒子濃度が変化し、沈降の挙動は複雑となる。凝集性懸濁液の沈降過程を Fig. 
11 に示す[41]。まず、粒子が沈降する際に凝集粒子がからみあい濾過作用を果たして
液が澄明となり（A 層）、沈降層との界面が生じる。沈降初期には沈降層はフロック層とい
われる状態であり、初期の濃度にほぼ等しい（B 層）。沈降が進むと沈降層ではフロック
が積み重さなり粒子が密になった層が生じ、分散媒は連続層でなくなる（C層）。さらに沈
降が進むと沈降速度はかなり遅い状態となる（D 層）。A 層／B 層の界面は直線的に低
下するが、 B層が消失し、臨界点以降では沈降速度は遅くなる。 
つまり、PD-NS は、ジカプリル酸プロピレングリコールは粘度が低くリボフラビン粒子の
沈降がはやいことから、B層の消失がOC-NS及びOL-NSよりもはやかったと考えられた。
沈降層が圧縮されれば再分散性も低下すると予想されることから、凝集の程度が同じで
あってもより粘度の高い分散媒を用いることが望ましい。 
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Fig. 11. Batch Settling Curve [41] 
A, B, C, and D represent clear liquid, zone of collective subsidence, compression zone, 
and compaction zone, respectively. 
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第 2節 ナノ懸濁液の皮膚透過性に及ぼす非水系基剤の影響 
 
リボフラビンのナノ粒子化による皮膚透過性への影響を評価するためには、リボフラビ
ンの溶解性が低く、リボフラビンが良好に分散する基剤を選択することが好ましい。そこ
で 8種の非水系基剤の中から、ジカプリル酸プロピレングリコール、カプリン酸／カプリル
酸トリグリセリド及びオレイン酸をリボフラビンナノ懸濁液の皮膚透過性の評価の基剤とし
て選定した。これらの基剤を用いて調製した PD-NS、CT-NS 及び OC-NS を使用して in 
vitroラット皮膚透過試験を実施した。Fig. 12に各懸濁液適用 24時間後のリボフラビンの
皮膚累積透過量を示す。OC-NS の 24 時間皮膚累積透過量は、PD-NS 及び CT-NS と
比較して約 3～6 倍の累積透過量を示した。角質層に存在する角質層間脂質は主にセ
ラミド、コレステロール、遊離脂肪酸、硫酸コレステロールからなり、この遊離脂肪酸には
オレイン酸が含まれる[1, 42]。オレイン酸は角層間脂質の流動性を高めて拡散抵抗を低
下させる、よく知られた吸収促進剤の一つであり[43-44]、エストラジオールの経皮吸収型
製剤である Trial Sat®、Vivelle®などの製品で使用されている[45]。このオレイン酸の性質
が、リボフラビンの皮膚透過性を高めた要因と推察された。 
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Fig. 12. Cumulative Amounts of Riboflavin Permeated through the Rat Skin after 24 h 
Topical Application of OC-NS, PD-NS, and CT-NS 
Each value represents the mean + S.D. (n = 3). 
p<0.001 was observed between OC-NS and PD-NS, and between OC-NS and CT-NS, no 
significant difference (p<0.05) was observed between PD-NS and CT-NS using parametric 
Dunnett tests. 
 
第 3節 結論 
 
リボフラビンナノ懸濁液の分散媒選択にあたり、8 つの非水系基剤を用いてリボフラビ
ンナノ懸濁液を調製し、リボフラビンの分散性及び皮膚透過性を確認した。リボフラビン
の分散性が良好であった非水系基剤のうち、リボフラビンの溶解度の低い基剤であるジ
カプリル酸プロピレングリコール、カプリン酸／カプリル酸トリグリセリド及びオレイン酸を
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用いて調製したナノ懸濁液を用いて in vitroラット皮膚透過試験を実施し、最も皮膚透過
性が高い基剤であるオレイン酸をリボフラビンナノ懸濁液の基剤として選択した。 
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第 3章 OC-NSの物性評価 
 
本章では、リボフラビンのナノ粒子化が皮膚透過性に及ぼす影響を確認するため、未
粉砕のリボフラビンをオレイン酸に物理混合させた懸濁液（OC-S）を対照として、OC-NS
の in vitro ラット皮膚透過試験を実施した。皮膚透過性については、皮膚透過速度が一
定になるまでの時間（Lag time）、累積皮膚透過量及び皮膚透過速度について評価した。
また、in vitro ラット皮膚透過試験後に皮膚を蛍光顕微鏡観察し、リボフラビンの皮膚透
過ルートについて考察した。 
 
第 1節 皮膚透過性に及ぼすリボフラビンのナノ粒子化の影響 
 
リボフラビンのナノ粒子化による皮膚透過性への影響を確認するため、OC-S 及び
OC-NS によるリボフラビンの in vitro ラット皮膚透過性を比較した結果を Fig. 13 及び
Table 5に示す。OC-S及び OC-NSにおけるリボフラビンの累積透過量は共に直線的に
増加し、皮膚透過速度はそれぞれ 30.3及び 89.1 ng/cm2/h、24時間後の累積透過量は
それぞれ 843 及び 2345 ng/cm2を示した。OC-S に対して OC-NS の皮膚透過性は約 3
倍に向上したことから、リボフラビンをナノ粒子化することにより皮膚透過性を顕著に改善
できることが示された。また、両懸濁液ともに Lag timeは 0.0 または 0.3 h と非常に小さい
値を示した。皮膚バリアの厚みを L、皮膚中のリボフラビンの拡散係数を D とした時、Lag 
timeは L2/6Dとなることから、オレイン酸を基剤とした場合のリボフラビンの拡散速度は非
常に速いことが示された。定常状態の薬物の透過速度 Jss及び累積皮膚透過量Qssは式
（2）及び式（3）で表される[4]。 
 
𝐽𝑠𝑠 = 𝐾𝐶𝑣𝐷 𝐿⁄                                           （2） 
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𝑄𝑠𝑠 = 𝐾𝐶𝑣𝐷 (𝑡 − 𝐿
2 6𝐷⁄ ) 𝐿⁄                                  （3） 
 
ここで、K は皮膚／基剤間分配係数、Cvは基剤中の薬物濃度を示す。OC-NS の Jss 及
び Qss が約3倍となった要因としては、KとCvの寄与が挙げられる。しかしながら、リボフ
ラビンのオレイン酸への溶解度は非常に低く（table 1）、適用した懸濁液に溶液している
リボフラビンは理論上 1.3 ng程度と 24時間累積皮膚透過量に対してわずかであるため、
Cv の寄与は大きくないと考えられる。角質層に浸透したリボフラビンナノ粒子が生きた表
皮に存在する水分によって溶解することによって、皮膚中の濃度が上昇したことが一つ
の要因として推察された。 
皮膚からの薬物吸収ルートは、角質層を透過する経角質ルート、毛包などの付属器
官を介する経付属器官ルートに大別され、さらに角質層を通るルートは、経細胞ルートと
細胞間隙を通る細胞間ルートに分類される。ナノ粒子が毛包に移行する例は数多く報告
されており[46-48]、藤堂らは平均粒子径 500 nmのナノ粒子がブタ皮膚の毛包に移行す
ることを報告している[49]。一方、ナノ粒子の角質層への浸透も報告されており、田原ら
は非水系基剤に分散させた平均粒子径 214～257 nmのナノ粒子がミニブタ皮膚の角質
層を浸透することを報告している[16]。OC-NS の適用により皮膚透過性が向上した要因
を考察すべく皮膚透過ルートを確認することとした。 
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Fig. 13. Cumulative Amounts of Riboflavin through the Rat Skin after Topical Application 
of OC-S and OC-NS 
Key: (■) OC-S, (●) OC-NS 
Each value represents the mean ± S.D. (n = 4). 
 
 
Table 5 Lag Times, Permeation Rates, and Cumulative Amounts of Riboflavin Permeated 
through the Rat Skin after Topical Application of OC-S or OC-NS 
Sample name 
Lag time  
(h) 
Permeation rate 
(ng/cm2/h) 
Cumulative amount 
(ng/cm2) 
OC-S 0.0 ± 0.1 30.3 ± 15.0 843 ± 335 
OC-NS 0.3 ± 0.4   89.1 ± 23.9** 2345 ± 813* 
Each value represents the mean ± S.D. (n = 4). 
Stastical analysis was performed by Student’s t-test. 
*: Significiant at p < 0.05 compared with OC-S 
**: Significiant at p < 0.01 compared with OC-S 
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第 2節 リボフラビンナノ粒子の皮膚透過ルートの考察 
 
リボフラビンナノ粒子の皮膚透過ルートを検討するため、形態学観察を実施した。Fig. 
14にOC-S及びOC-NSをラット皮膚に適用し、in vitro皮膚透過試験終了後（24時間後）
に蛍光顕微鏡にて観察した画像を示す。OC-NS 適用後のリボフラビン由来の表皮の蛍
光強度は懸濁液よりも強い傾向が認められた。 
 
Fig. 14. Confocal Laser Scanning Microscopy Images of the Rat Skin Cross-sections after 
in vitro Skin Permeation Experiment of OC-S and OC-NS using Franz-type Diffusion 
Cells 
Scale bar, Epi, and HF represent 250 m, epidermis, and hair follicle, respectively. 
 
Fig. 15に、両懸濁液について表皮の蛍光強度を輝度分布にて比較した結果を示す。
表皮領域の画素をそれぞれ 256階調で表し、その領域の全画素数に対する頻度を輝度
分布としてグラフ化した。輝度値が大きい方ほど蛍光強度が大きいことを示す。その結果、
最大頻度の輝度値についてOC-NSは 50付近、OC-Sは 15、OC-Sでは輝度値 50以上
の画素はほぼ認められなかった。また、50%累積頻度の輝度値については OC-S が 15
OC-S OC-NS 
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～16 に対し、OC-NS では 54～55 となり、OC-NS の方が明らかに輝度値が大きく、表皮
での蛍光強度が高いことが示された。本試験では、毛包における蛍光強度について
OC-S及び OC-NSに明確な差が認められなかったことから、リボフラビンナノ粒子の皮膚
透過ルートとして角質層を通るルートの重要性が示唆された。 
 
 
Fig. 15. Comparison of Riboflavin Fluorescence Intensity in the Epidermis after in vitro 
Skin Permeation Experiment of OC-S and OC-NS 
 
ナノ粒子が角質層に浸透する経路として細胞間ルートが考えられるが、OC-NS の平
均粒子径は 345 nmであり、細胞間隙のサイズ（数十 nm）[50-51]を考慮すると角質層へ
は浸透できない。しかしながら、SEM 観察から OC-NS には数十 nm のリボフラビン粒子
が存在することが示唆され（Fig. 9）、さらに田原ら[16]及び Kohli ら[17]により数百 nmの
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ナノ粒子が角質層に浸透することが報告されており、OC-NS中のリボフラビンナノ粒子で
も十分に角質層に浸透できる可能性がある。さらに、本試験にて用いたオレイン酸が角
層間脂質を流動化し、角質層へのナノ粒子の浸透性を高めたと考察した。 
 
第 3節 結論 
 
ナノ粒子化したリボフラビンをオレイン酸の懸濁液として皮膚に適用することにより、皮
膚透過性が向上することが確認された。ビーズ粉砕は、親水性薬物を非水系基剤に分
散させたナノ懸濁液を簡便に作製できる有用な調製方法であることが明らかとなった。  
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第 4章 OC-NSの分散性向上検討 
 
第 1節 界面活性剤の OC-NSの分散性への影響 
 
本研究の最終目的は非水系のナノ懸濁液をローション剤及び軟膏剤などの皮膚適用
製剤に応用することである。この場合、親水性薬物の分散性は良好であることが望ましい。
非水系溶媒中で粒子の分散性をさらに向上するためには、より大きな立体障害による反
発力が期待される界面活性剤等の添加が有効である[52]。セラミックスなどの分野では、
金属酸化物など親水性ナノ粒子を分散させる場合、ポリカルボン酸系やポリイミン系のイ
オン性の分散剤が繁用される[53]。一方、食品分野では、チョコレートやピーナツバター
のような油系食品に不溶性微粉末を分散させる際に分散媒との親和性を上げるために
ポリグリセリンポリシリノレートやシュガーエステルのような非イオン性界面活性剤が用いら
れる[54]。一般的に非イオン性界面活性剤の方がイオン性よりもの安全性が高い。そこ
で、W/O乳化や油性基剤中で分散力に優れる非イオン性界面活性剤の中から、皮膚適
用製剤や化粧品にも用いられているトリオレイン酸ソルビタン（ST）、ポリソルベート 65
（PS）、ショ糖エルカ酸エステル（SE）及びポリリシノレイン酸ヘキサグリセリル（PP）を選定
し、リボフラビンの分散性への影響を検討した。 
Fig. 16に OC-NS に非イオン性界面活性剤を 5％添加した懸濁液を光学顕微鏡にて
観察した結果を示す。OC-NS に PP を添加した場合にのみ、凝集の程度が小さくなる傾
向を示し、その他については OC-NS単独との違いは認められなかった。 
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Fig. 16. Photomicrographic Images of OC-NS with and without Addition of Surfactant 
(Sorbitan trioleate (ST), Sucrose erucate (SE), Polysorbate 65 (PS), and Polyglyceryl-6 
polyricinoleate (PP)) 
 
Fig. 17に OC-NSに各非イオン性界面活性剤を 5%添加した懸濁液を 25°Cで 1週間
及び 2週間保存した後の外観及び分散性を示す。PSまたは PPを添加した場合、2週間
後でも粒子の沈降はほとんど認められず、分散性に顕著な改善が認められた。一方、ST
及びSEを添加した場合、OC-NSの分散性にほとんど変化は認められなかった。ST及び
SE は、それぞれソルビタン及びショ糖にオレイン酸（C18）及びエルカ酸（C22）がエステ
ル化した構造を有しており、側鎖の長さとしては基剤であるオレイン酸と同程度である。
一方、PS 及び PP の側鎖は、ポリオキシエチレン鎖が付加したステアリン酸（C18）及びリ
シノレイン酸（C18）同士がエルテル化により縮合した縮合リシノレイン酸からなり、ST 及
び SE よりも明らかに長い側鎖を有する。この長い側鎖の立体障害による反発力が大きく
なり、分散性の向上に寄与したと考察した。なお、PS を添加した場合、分散性の顕著な
改善は認められたものの、光学顕微鏡では変化は認められなかった。PS の側鎖である
OC-NS OC-NS+ST OC-NS+SE
OC-NS+PS OC-NS+PP
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ポリオキシエチレン鎖は親水性であるため、ソルビタン部分だけでなくポリオキシエチレ
ン鎖もリボフラビンに吸着すると予想される。そのため、リボフラビン粒子同士の凝集は抑
制するものの、ポリリシノレイン酸ヘキサグリセリルの場合よりも粒子同士が接近し、光学
顕微鏡では OC-NS と同様に凝集しているように観察されたと推察した。 
ビーズミルなどによりナノ粒子を分散させても再凝集が生じることから、一般には粒子
の表面処理が必要と言われている [53]。しかし今回、適切な非水系基剤及び界面活性
剤を選定することによって、リボフラビンを表面処理することなく良好な分散性を有する懸
濁液を調製することができた。親水性薬物を非水系基剤に分散させるためには、親水性
薬物と親和性の高い非水系基剤や界面活性剤の選択が重要となる。 
  
Fig. 17. Appearance and Dispersion Ratio of Riboflavin Nanosuspensions with and  
without Addition of Surfactant (ST, SE, PS, and PP) after the Storage at 25 ± 2 °C for  
1 Week (■) and 2 Weeks (□)  
Each value represents the mean ± S.D. (n = 3). 
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第 2節 界面活性剤の OC-NSの皮膚透過性への影響 
 
OC-NS に PS または PP を 5%配合した懸濁液について、リボフラビンの in vitro ラット
皮膚透過性を比較した。その結果、OC-NS、OC-NS+PS及び OC-NS+PPの皮膚透過速
度及び 24時間累積透過量の比は、それぞれ 1: 0.90: 0.97及び 1: 0.94: 1.02であり、非
イオン性界面活性剤を配合しても皮膚透過性には影響を及ぼさなかった。 
 
第 3節 結論 
 
OC-NS の分散性向上を目的として非イオン性界面活性剤を添加したところ、PS およ
び PP の添加により分散性が顕著に向上したことから、物理的安定性の面から実用性の
高いナノ懸濁液の調製が可能であることが明らかとなった。 
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結語 
 
本研究では、リボフラビンを親水性薬物のモデルとして使用し、非水系基剤中でのビ
ーズ粉砕による懸濁液の調製及び物性評価を実施した。リボフラビンを非水系基剤中で
ビーズ粉砕した結果、適切な条件で粉砕することによりナノ粒子化が可能であることが明
らかとなった。また、適切な非水系基剤を選択することにより、リボフラビンの分散性及び
皮膚透過性の点で良好な結果が得られた。さらに、適切な界面活性剤の添加によりリボ
フラビンの分散性が顕著に向上した。以上の結果より、非水系基剤中でのビーズ粉砕は、
親水性化合物の皮膚透過性を向上させる簡便な手法となり得ることが示された。適切な
基剤及び界面活性剤の選択により物理的安定性の良好な懸濁液の調製が可能であり、
皮膚適用製剤への応用が期待された。 
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1. 試料 
 
リボフラビン（Riboflavin High Flow 100）、は BASF より購入したものを 75～150 mに
篩分けしたものを使用した。非水系基剤であるオレイン酸及び炭酸プロピレンは和光純
薬工業株式会社から、オレイルアルコール及びトリアセチンはシグマアルドリッチジャパ
ン、ミリスチン酸イソプロピル、ジカプリル酸プロピレングリコール及びトリカプリル／カプリ
ン酸グリセリルは日光ケミカルズ株式会社、流動パラフィンについてはカネダ株式会社か
ら購入したものを使用した。非イオン性界面活性剤であるトリオレイン酸ソルビタン、ポリソ
ルベート 65及びポリリシノレイン酸ヘキサグリルは日光ケミカルズ株式会社株式会社から、
ショ糖エルカ酸エステルについては三菱化学フーズ株式会社から購入したものを使用し
た。その他の化合物及び溶媒については、試薬グレードを用いた。 
 
2. 試料の調製 
 
2-1 物理混合懸濁液の調製 
リボフラビン 0.01 g、非水系基剤 0.99 gを遠心チューブに入れ、ボルテックスミキサー
を用いて 10秒間攪拌した。 
 
2-2 ビーズ粉砕 
リボフラビン 0.25 g、非水系基剤 24.75 g及びジルコニアビーズ（ビーズ直径：0.1 mm、
0.5 mm、1.0 mm）150 gを 200 mLガラスビーカーに入れ、ヤマト科学株式会社製攪拌機
を用いて 1,000 rpmで 15分～6時間遮光下で攪拌した。 
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3. 試験方法 
3-1.非水系基剤の粘度測定 
各非水系基剤の粘度は山一電機株式会社製振動粘度計 VM-100A にて測定した。
25±2°Cでプローブを各非水系基剤に浸漬し、1分後の数値を読み取った。 
 
3-2.非水系基剤の密度測定 
各非水系基剤の密度は、25±2°Cで 10 mLのメスフラスコを用いて算出した。 
 
3-3.非水系基剤へのリボフラビンの溶解度測定 
リボフラビン 0.03 gおよび非水系基剤 2.97 gを遠沈管に入れ、25±2°Cで 24時間振
とうした。この液を 0.45 mフィルターでろ過したろ液を 15,000 rpmで 10分間遠心分離
した上清を採取した後、テトラヒドロフランで 40倍希釈し、試料溶液とした。この試料溶液
5 Lについて HPLC測定し、非水系基剤へのリボフラビンの溶解度を求めた。 
 
3-4. 粉末Ｘ線回折測定（PXRD） 
粉末X線回折測定は、株式会社リガク製RINT2200UltimaⅢを用い、40 kV/40 mAの
Cu ターゲットの Kα 線を用い、平行ビーム法を用いて、3°から 40°(2θ)まで、4°/min の速
度で測定した。 
 
3-5. 粒子径測定 
平均粒子径は、Particle Sizing Systems 社製 Nicomp 380 ZLS を用い、波長 632.8 
nm の He-Ne を用い、動的光散乱法にて得られた Gaussian 分布における体積径として
算出した。流動パラフィン、オレイルアルコール、オレイン酸、ミリスチン酸イソプロピル、
ジカプリル酸プロピレングリコール及びカプリル／カプリン酸トリグリセリドを用いて調製し
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た懸濁液については 0.05%セスキイソステアリン酸ソルビタン／ヘキサン溶液で 100倍希
釈し、4 分間超音波処理したものを試料溶液とした。トリアセチン及び炭酸プロピレンに
ついてはアセトンで 100倍希釈し、4分間超音波処理したものを試料溶液とした。 
 
3-6. 走査型電子顕微鏡（SEM）観察 
 SEM観察は、株式会社日立製作所製 S-4300を使用した。日本製紙クレシア株式会社
製キムタオル®に懸濁液を滴下し、最上層を試料台に固定し、パラジウム／白金蒸着後，
加速電圧 5.0 kV，エミッション電流 20 Aにて観察した。 
 
3-7. 光学顕微鏡観察 
光学顕微鏡観察は、株式会社ニコン製 ECLIPSE LV100POLを使用した。スライドガラ
スに懸濁液を 10 L滴下し、直ちにカバーガラスを被せ、1分後に観察した。 
 
3-8. SD ラット皮膚の調製 
すべての動物飼育及び実験は大正製薬株式会社動物実験規定に従って行った。SD
系雄性ラット（7 週齢）は、日本チャールスリバー株式会社より購入し、in vitro 皮膚透過
試験に使用した。 
SD ラットをイソフルラン麻酔下にて安楽死させ、皮膚に傷をつけないように注意深く腹
部の毛を剃った。皮膚の採取部位は、1匹の SD ラットから直径約 2.5 cmの円状皮膚を
摘出した。摘出したラット皮膚の皮下脂肪を手術用ハサミで除去して調製し、アルミ箔に
包みビニール袋で密閉して使用するまで-80°Cで保存した。 
 
3-9. In vitro皮膚透過試験 
In vitro 皮膚透過試験は OECD（Organization for Economic Co-operation and 
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Development）のガイドライン[55]に従い実施した。フランツ型拡散セル[56]をもとにした
縦型拡散セル（拡散面積: 0.95 cm2、 直径: 1.1 cm）を使用した。 
各懸濁液約 10 mg を皮膚の表皮側に適用した後、表皮側を上にして装着し、レシー
バーチャンバー側に 32°Cに加温した 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）3 mLを添加した。拡
散セルは 32°C の CO2インキュベーターに入れ、レシーバー相をマグネチックスターラー
で攪拌した。試験開始後 24 時間まで経時的に 500 L のレシーバー溶液を採取し、同
時に同容量 32°Cに保温した 0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.4）を補充した。 
 
3-10. 共焦点レーザー顕微鏡による観察 
In vitro皮膚透過試験終了後の皮膚を切り出し、ME クライオ コンパウンドに包埋後、
冷却して凍結ブロックとし、これをライカマイクロシステムズ社製クライオスタット CM3050
で凍結切片とした後、ライカマイクロシステムズ社製共焦点レーザー顕微鏡 TCS SP-5を
用いて波長 488 nmアルゴンレーザーにて観察した。 
 
3-11. リボフラビンの濃度測定 
試料中のリボフラビン濃度は、島津製蛍光検出器が付属した島津製 HPLC を用いて
測定した。経時的に採取したレシーバー溶液 500 L にアセトニトリル／メタノール混液
（1/ 1, v/ v）500 Lを加えて混合し、遠心分離（15,000 rpm、10分間）した。その上清 20 
Lを島津製蛍光検出器付属の島津製 HPLCの測定試料とした。 
分析条件は、分析カラムとして YMC社製 YMC trait (5 µm, 4.6 mm I.D.× 150 mm)を
用い、カラム温度は 40°C とした。移動相として 0.01M NaH2PO4 (pH5.5)/ methanol (65/ 
35, v/ v)を使用し、流速は 0.8 mL/min とした。蛍光波長は 445 nm（励起波長）及び 530 
nm（蛍光波長）とした。濃度測定の検量線範囲は 5～500 µg/mLであった。 
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4. データ解析 
4-1. 分散性 
リボフラビン懸濁液の分散性については、北原らの方法[57]をもとに変更して実
施した。容量 1.5 mL、内径 12 mm、高さ 32 mm の Tomsic 社製スクリューガラス
バイアルに懸濁液 1 mL を充てんし、25±2°C で 1 及び 2 週間静置した後、以下
の式（1）を用いて分散性（%）を算出した。 
 
分散性（%）＝沈降界面の高さ（b）／系全体の高さ（a）×100                  （1） 
 
 
 
4-2. 分散性（計算値） 
リボフラビン懸濁液の分散性（計算値）は以下の式（2）を用いて算出した。なお、沈降
速度は、stokesの式（3）を用いて算出した。 
 
分散性（%） 
＝（系全体の高さ（a）－沈降速度×時間（b））／系全体の高さ（a）×100  （2） 
 
×100
(b) (a)
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Ws = Ds
2 
g (s -                        （）
 
 Ws: 沈降速度 
 Ds: 粒子径 
 s: 粒子の密度 
 : 分散媒の密度 
 : 分散媒の粘度 
 g: 重力加速度 
 
4-3. 統計解析 
In vitro 皮膚透過試験から得られたすべてのデータは、3～4 例の平均 ± 標準偏差
（Mean ± S.D.）により表記した。OC-NS 及び PD-NS 間、OC-NS 及び CT-NS 間、PD-NS
及び CT-NS 間の 24 時間累積透過量の統計解析は、パラメトリック Dunnett test、OC-S
及び OC-NS間の Lag time、透過速度及び 24時間累積透過量は Student’s t-testを行っ
た。統計的な有意差は p<0.05 とした。統計解析は software program SAS（ver. 9.2; SAS 
Institute Japan Ltd.）を用いた。 
 
(b)
(a)
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